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Las lacasas (E.C. 1.10.3.2) son enzimas oxidasas multi-cobre, y aunque algunas de ellas se 
encuentran presentes en plantas, insectos y bacterias, están fundamentalmente 
distribuidas en hongos, especialmente basidiomicetes. Estas son enzimas extracelulares 
y tienen baja especificidad por sustrato, por lo cual oxidan un amplio rango de sustratos 
como polifenoles, fenoles sustituidos, alquenos, benzopireno y diaminas, con la 
concomitante reducción del oxígeno molecular a agua. El alto potencial redox de las 
lacasas ha permitido numerosas aplicaciones biotecnológicas  en las áreas ambiental, 
alimentaria y farmacéutica. En este estudio empleando herramientas computacionales de 
predicción de estructura 3D por homología se proponen dos  modelos para las lacasas 
fúngicas GlLCCI de Ganoderma lucidum y POXA 1B de Pleurotus ostreatus. Los porcentajes 
de identidad y valores de QMEAN y RMSD obtenidos para la validación de los modelos se 
encuentran dentro de los rangos establecidos para considerar confiables los modelos 
presentados en este trabajo. Los modelos propuestos serán de utilidad para estimar  la 
actividad catalítica de estas enzimas ante algunos sustratos, como paso previo a su uso 
en el laboratorio y potencial aplicación biotecnológica. 
 
Palabras clave: lacasa, modelación computación, estructura terciaria, Ganoderma 
lucidum, Pleurotus ostreatus 
 
3D STRUCTURE PRELIMINARY COMPUTATIONAL MODELING 




Laccases (E.C. 1.10.3.2) are multi- copper oxidases, and although some of them are 
present in plants, insects and bacteria, they are mainly distributed in fungi, in particular 
basidiomycetes. These are extracellular enzymes and have low substrate specificity, for 
which oxidize a wide range of substrates such as polyphenols, substituted phenols, 
alkenes, benzopyrene and diamines, with the concomitant reduction of molecular oxygen 
to water. The high redox potential of laccases has allowed numerous biotechnological 
applications in the environmental, food and pharmaceutical areas. In this study using 
computational tools for predicting 3D structure by homology two models for fungal 
laccases GlLCCI from Ganoderma lucidum and POXA 1B from Pleurotus ostreatus are 
proposed. The percentages of identity and QMEAN and RMSD values obtained for 
validation of the models area within established ranges considered reliable for the 
models presented in this work. This models proposal will be useful to estimate the 
catalytic activity of these enzymes to some substrates prior to use in the laboratory and 
potential biotechnological applications. 
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INTRODUCCION 
Las lacasas (E.C. 1.10.3.2) son metaloproteínas que 
requieren como cofactores iones de cobre y su actividad 
enzimática como polifenoloxidasas cataliza la oxidación de 
sustratos fenólicos con la concomitante reducción del 
oxígeno molecular a agua (1).  El nombre Lacasa se debe a 
que el primer aislamiento se realizó del árbol de Laca 
(Rhus vernicifera) y aunque se producen en pequeñas 
cantidades en otras plantas, insectos y algunas bacterias, 
principalmente se encuentran en hongos, siendo las 
lacasas fúngicas las mejor caracterizadas (2, 3, 4). Las 
lacasas son enzimas extracelulares y tienen baja 
especificidad de sustrato, por lo cual oxidan un amplio 
rango de sustratos de polifenoles, fenoles sustituidos, 
alquenos, benzopireno y diaminas (1-7). 
Durante las últimas décadas se ha  demostrado el 
gran potencial de uso industrial de las lacasas en áreas 
como i) ambiental, para procesos de biorremediación de 
suelos y aguas, con el aprovechamiento de la actividad de 
lacasas para oxidar contaminantes como son los 
principios activos de insecticidas, herbicidas, fungicidas y 
colorantes  ii) alimentaria, como  la clarificación del vino y 
la utilización de biosensores para estimar la cantidad de 
fenoles en jugos naturales o la presencia de otras 
enzimas iii) farmacéutica, como la determinación de 
morfina o ácido ascórbico en el análisis de fármacos y la 
síntesis de cefalosporinas (2-7).  
En el área de la salud, las propiedades catalíticas 
de las lacasas han sido utilizadas como la base bioquímica 
de aplicaciones biotecnológicas en la búsqueda de 
potenciales empleos en terapéutica. En este sentido, se ha 
demostrado la participación de la actividad de lacasas en 
procesos que han permitido la obtención de inhibidores 
naturales de moléculas señalizadoras como IGF1R, Tie-2 y 
VEGFR-3 (8), las cuales están asociadas a la activación de 
los receptores Tirosina-quinasa y Tie-2 (angiopoyetinas), 
cuya activación está implicada en procesos de 
angiogénesis, pero también con participación en el 
desarrollo de metástasis, lo cual los ubica como 
potenciales agentes antineoplásicos. Igualmente, se ha 
comprobado la participación de estas enzimas en rutas 
metabólicas como la síntesis de aminoquinonas y la 
producción de otros agentes antineoplásicos como 
mitomicina (8), derivados de herbimicina (9, 10, 11) o de 
sustancias con actividad antialérgica (12), que inhiben las 
lipoxigenasas. Actualmente, las lacasas son empleadas en 
el proceso de producción de derivados de ciclosporina A  
(7) y se ha utilizado la capacidad oxidativa de las lacasas 
para oxidar catequinas con la obtención de antioxidantes 
importantes a partir de taninos presentes en innumerales 
vegetales (13), en la oxidación acoplativa de  katarantina y 
vindolina  para obtener vinblastina (7) a ser utilizada en 
protocolos terapéuticos en casos de leucemias, así 
mismo,  en la producción de actinomicina, un poderoso 
bloqueador de la transcripción en células tumorales (7). 
Similarmente, se presenta con potencial uso 
farmacológico, la oxidación de compuestos vegetales 
como totarol (actividad antibacteriana), isoeuginol y 
coniferil alcohol (actividad antineoplásica) y la obtención 
de mezcla de derivados de imidazoles (14, 15, 16).  
Finalmente, pero no menos importante, es la utilización de 
lacasas en la síntesis de dímeros de hormonas como el 
estradiol (17).  
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El alto potencial redox de las lacasas ha permitido 
aplicaciones industriales como deslignificación de 
compuestos lignocelulósicos, biopulpeo y bioblanqueo y 
tratamiento de aguas residuales (2). Con relación a esto 
último, es importante destacar que en la actualidad  la 
producción total de colorantes a nivel mundial se estima 
en 8×105 toneladas por año y aproximadamente 10,000 
diferentes tipos de colorantes y pigmentos son 
producidos anualmente alrededor del mundo y al menos el 
10% de estos materiales de tinción son descargados 
como residuos, causando daños al medio ambiente y 
generando problemas de salud pública (2). Las lacasas 
producidas por hongos lignolíticos como Ganoderma 
lucidum (G. lucidum) y Pleurotus ostreatus (P. ostreatus), 
funcionan como agentes de remoción de compuestos de 
tinción, lo que ha permitido la implementación de diversas 
estrategias de bioremediación (3-7).  
Sin embargo, su obtención a partir de fuentes 
nativas no cubre las necesidades de los procesos a nivel 
industrial, debido fundamentalmente a que son producidas 
en pequeñas cantidades de manera constitutiva y a los 
altos costos en los procedimientos de cultivo y 
purificación (3). Por esta razón, la utilización de modelos 
biológicos fáciles de cultivar y manipular como lo son 
algunas levaduras (5) y la optimización de sus genes para 
expresarlos en estos organismos (18), surge como una 
alternativa viable para la expresión heteróloga de lacasas, 
y con ello, la producción de cantidades suficientes de 
estas moléculas recombinantes, lo cual permite disminuir 
los costos a nivel industrial (3, 5, 7) y atenuar los efectos 
ambientales.   
De otro lado, la bioinformática permite el empleo 
de herramientas útiles en la predicción de mecanismos 
bioquímicos asociados a moléculas como las lacasas y su 
comportamiento frente a diferentes sustratos como por 
ejemplo los colorantes cristal violeta y verde de 
malaquita, entre otros, con lo cual se puede tener una 
estimación previa de su potencial uso industrial en 
procesos de biorremediación.  
Para el estudio de este tipo de interacción 
(Docking molecular), es requisito indispensable el 
conocimiento de la estructura proteica de las enzimas de 
uso potencial y de las cuales en la mayoría de los casos 
no se conoce la estructura terciaria, pues no han sido 
purificadas y cristalizadas. Todas las proteínas de las 
cuales se ha reportado la estructura 3D determinada 
experimentalmente se encuentran en PDB (19) y UniprotKB 
(20) y en términos generales, está disponible el 
conocimiento sobre estructura tridimensional de sólo el 
10% del total de proteínas (21).  
La predicción por modelación homóloga ofrece la 
posibilidad de aproximarse a la estructura 3D de una 
proteína de interés y la aplicación de este conocimiento al 
diseño de experimentos dirigidos a la búsqueda de 
información sobre las propiedades de la molécula normal 
y su posterior aplicación para mejorar los procesos de 
expresión y purificación con miras a su utilización, a 
futuro, a gran escala a nivel industrial.  
Este tipo de estudios exigen el uso de una 
metodología computacional, siendo esto una herramienta 
de gran utilidad como fuente de datos. Posteriormente, 
con los datos obtenidos, se procede a realizar un análisis 
bioquímico de la macromolécula con el propósito de 
obtener un modelo o aproximaciones a la estructura y 
función de la biomolécula en estudio (21). Los resultados 
de la predicción computacional, siguiendo los algoritmos 
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disponibles, necesariamente requieren para su análisis el 
concurso de la experiencia experimental del investigador. 
Lo que significa que los modelos computacionales 
propuestos deben ser el producto de la información 
obtenida computacionalmente y su análisis bioquímico a la 
luz del conocimiento teórico-práctico de las moléculas 
estudiadas (22). 
En ausencia de la estructura 3D experimental, los 
modelos computacionales han sido de gran utilidad en la 
orientación de la experimentación y discusión de 
resultados (23-26), además han permitido determinar 
diferencias estructurales entre proteínas normales y 
mutadas (24, 25), establecer correlaciones genotipo-
severidad de algunas enfermedades (27, 28) y adelantar 
estudios de interacción enzima-sustrato (29).  
Se realizó el presente trabajo con el objetivo de 
proponer modelos computacionales de estructuras 
secundaria y 3D de las lacasas GlLCCI de G. lucidum y 
POXA 1B de P. ostreatus. El conocimiento preliminar de las 
estructuras terciarias de las lacasas estudiadas 
permitirá adelantar estudios de interacción con sustratos 
como ABTS (Acido2, 2´-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfonico)  y los colorantes, cristal violeta y verde 
malaquita, como parte de la evaluación previa antes de su 
uso a nivel de laboratorio y luego industrial, con 
beneficios ecológicos y económicos claramente implícitos.        
 
MATERIALES Y METODOS 
Obtención de las secuencias primarias  
Las secuencias de los genes de las lacasas 
utilizadas, fueron obtenidas de GenBank (30). Para el caso 
de P. ostreatus (Nombre del gen: POXA 1B) mediante el 
código de acceso AJ005018.1, mientras que en el caso G. 
lucidum (Nombre del gen: GlLCCI) con el código de acceso 
FJ656307. Empleando el programa Translate, disponible 
en “Genomics tool” de ExPASy 
(http://web.expasy.org/translate/), se realizó la 
traducción conceptual para obtener la secuencia primaria 
de dichas proteínas. Los alineamientos de secuencias 
fueron efectuados empleando el programa BLAST (31). 
 
Predicción de la estructura secundaria 
Para predecir la estructura secundaria, las 
secuencias de aminoácidos fueron analizadas en  
programas de predicción de estructura secundaria como 
GOR, GOR 1, GOR 3, nnPred, Sspro, Casp, Meta-Predict, 
Fasta, SUB, rdb y Psi-Pred, todos disponibles en 
“Proteomics and Sequence analysis Tools” de ExPASy (32)  
y se obtuvo un consenso de las predicciones de dichos 
programas. 
Predicción de la estructura terciaria (3D) 
Para la predicción de la estructura 3D se empleó 
el programa HHpred (33), el cual mediante alineamientos 
múltiples con proteínas de las cuales existe estructura 
terciaria obtenida experimentalmente, permitió obtener 
fragmentos de otras moléculas, con secuencias similares 
a cada una de las moléculas estudiadas. Estos fragmentos 
homólogos  fueron unidos, empleando el programa Swiss-
pdbViewer versión 4.0.1 (Spdbv 4.0.1) (34), y finalmente los 
residuos sin predicción computacional 3D se adicionaron 
manualmente uno a uno, atendiendo a su orientación de 
acuerdo a la predicción secundaria. En cada caso el 
modelo de estructura obtenido fue minimizado con el 
programa Discover 3, del paquete de Insight II 2004, en 
un computador Silicon Graphic Octane. Los modelos 
computacionales de estructura 3D fueron validados en 
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SWISS-MODEL Workspace para valores QMEAN4 (35,36) y 
SuperPose 1.0 para el cálculo de la raíz media cuadrática 
o RMSD (37), además de los porcentajes de identidades 
con lacasas cristalizadas. 
RESULTADOS 
Las secuencias aminoacídicas de las lacasas 
empleadas se muestran en la Figuras 1 y 2, mientras que 
las predicciones de la estructura secundaria se observan 
en las Figuras 3 y 4. Los alineamientos para la elaboración 
del modelo de  lacasa GlLCCI de G. lucidum mostraron 
homologías con 100 moléculas diversas como lacasas de 
distintas especies, varias oxidasas como ascorbato 
oxidasa, un transportador de hierro y hasta el factor de 
coagulación VIII, con identidades desde 11 hasta 76% y 
rangos de confianza entre 10 y 100%. Para la elaboración 
del modelo se tomó como base la estructura de una 
lacasa de Trametes versicolor (kyaC).  
En el caso de la lacasa POXA 1B de P. ostreatus, 
los alineamientos mostraron homologías con 100 
moléculas diversas como lacasas de distintas especies, 
varias oxidasas como ferroxidasa, nitrato reductasa y 
hasta un activador de la protombrina, con identidades 
desde 10 hasta 62% y rangos de confianza entre 12 y 
100%. Para la elaboración del modelo se tomó como base 
la estructura de una lacasa de Trametes versicolor 
(1gycA).   
Los modelos computacionales de estructura 3D 
de las lacasas estudiadas se presentan en las Figuras 5 y 
6. En el caso de la lacasa GlLCCI de G. lucidum se obtuvo el 
7,2% en hélices, 43,7% en hoja plegada y 49,1% en coil 
(plegamiento al azar), mientras que en la lacasa POXA 1B 
de P. ostreatus el 6,1% en hélices, 45,1% en hoja plegada y 
48,2% en coil. Los modelos elaborados corroboran que 
las dos son proteínas globulares. 
La validación de los modelos computacionales de 
las lacasas GlLCCI de G. lucidum  y POXA 1B de P. ostreatus 
se efectuaron con relación a las lacasas de  Trametes 
versicolor  1KyaC y 1gycA. Se encontraron identidades de 
79.158 y 61.741%; valores QMEAN4 global de 0.719 y 0.755 
(Tabla 1); RMSD global  de 0.38 y 1.25 Å (Tabla 2), 
respectivamente.  
El score QMEAN4 (36), está compuesto de la 
combinación lineal de cuatro parámetros estadísticos 
expresados en Kj/mol, que estiman la confiabilidad del 
modelo con valores entre 0 y 4  (Tabla 1).  En cada caso la 
tabla muestra un Z-score (desviación estándar) con 
relación a los valores para proteínas cuya restructura 3D 
ha sido establecida experimentalmente por resonancia 
magnética nuclear (NMR) o cristalografía.  La RMSD (37), 
es una medida que permite establecer la diferencia en la 
distribución espacial de los átomos de dos moléculas 
cuando se superponen, en este caso específico con las 
lacasas de  Trametes versicolor  1KyaC y 1gycA. 
Tabla 1. Valores de QMEAN4 para la validación de los modelos 
computacionales de estructura 3D de las lacasas GlLCCI de G. 
lucidum y POXA 1B de P. ostreatus 
Parámetro 
Energético 
GlLCCI de G. lucidum POXA 1B de P. ostreatus 
Valor Z-score Valor Z-score 
Energía de 
interacción Cβ 
-38.71 -1.88 -67.75 -1.53 
Energía  de 
interacción     todos 
los átomos 
-8383.58 -1.71 -8726.27 -1.56 
Energía de 
solvatación 
-16.77 -2.14 -21.93 -1.73 
Energía de ángulos 
de torsión 
-158.64 0.76 -169.03 1.28 
QMEAN4 score 0.719 -0.65 0.755 -0.02 
 
DISCUSION 
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La baja especificidad de las lacasas y su alto 
potencial redox son características que han permitido una 
gran variedad de aplicaciones biotecnológicas en las 
áreas ambiental, de alimentos y farmacéutica (2-7). Sin 
embargo, como en la mayoría de las aplicaciones 
biotecnológicas, una de las principales dificultades a 
superar es la producción en grandes cantidades de este 
tipo de proteínas, pues en condiciones naturales su 
producción es escasa (2, 4). La producción de proteínas 
recombinantes en modelos biológicos adecuados se 
presenta como alternativa para la producción a mayor 
escala (9). En el caso específico de las lacasas 
recombinantes producto de la expresión heteróloga de los 
genes de lacasas de G. lucidum y P. ostreatus, para su 
potencial uso en procesos de biorremediación, resulta 
conveniente económicamente estimar, previo a su uso, su 
capacidad oxidativa ante un grupo de colorantes, antes de 
realizar los ensayos de esas interacciones enzima-
sustrato. La simulación computación mediante programas 
de Docking molecular, permite obtener información 
acerca de los potenciales niveles de actividad catalítica de 
las mencionadas lacasas obtenidas en el laboratorio. Para 
esto es necesario conocer la estructura 3D de las 
proteínas a estudiar, lo cual constituye la mayor limitante, 
pues dado que no han sido cristalizadas y su estructura 
terciaria no ha sido determinada experimentalmente. En 
este sentido, es importante considerar que la mayoría de 
estas estructuras 3D han sido obtenidas por 
cristalografía o NMR (21, 22).  
Los mencionados procedimientos experimentales 
con frecuencia presentan limitaciones, tales como la 
distorsión de algunas regiones de la estructura durante la 
cristalización, debido a contacto entre moléculas 
cercanas en el cristal y puesto que se utilizan cristales 
altamente hidratados, en ocasiones no se tiene certeza si 
un átomo corresponde a la proteína o a una molécula de 
agua.  Los cristales deben ser perfectos y esta parte del 
proceso se constituye en muchos casos en la limitante del 
procedimiento. De otro lado, la NMR permite determinar 
estructuras de proteínas en solución; sin embargo, se 
limita a moléculas menores a 30 kDa. La NMR es el 
método de preferencia para proteínas pequeñas que no 
son fáciles de cristalizar, sin embargo sus resultados son 
ensamblados en modelos alternativos, en contraste con 
un modelo único de cristalografía y no resultan tan 
exactos como los obtenidos por cristalografía (38).  
Los dos procedimientos requieren técnicas y 
equipo altamente sofisticado, lo que se traduce en altos 
costos para procedimientos que en muchas ocasiones 
implican gran inversión de tiempo y no siempre arrojan 
los resultados esperados (21, 22, 38). De las 25000 
secuencias presentes en estas bases de datos solo 5100 
se consideran de buena calidad y la gran mayoría son 
simplemente fragmentos o dominios. Atendiendo a esto 
último, menos del 1% del total de proteínas tienen 
estructura terciaria determinada experimentalmente (21). 
Además, cerca del 20% de los dominios del total de 
proteínas son reportados como producto de la predicción 
computacional por homología (19,20).  
En resumen se tiene conocimiento de menos del 
10% del total de proteínas (21). Sin embargo, como 
alternativa existe la posibilidad de obtener información 
sobre estructura y comportamiento de proteínas gracias 
a la modelación por homología que permiten las 
herramientas computacionales siguiendo algoritmos 
disponibles (23-28). Los modelos computacionales de 
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estructura 3D elaborados en este trabajo (Figuras 5 y 6), 
resultan congruentes con estructuras terciarias de otras 
lacasas obtenidas experimentalmente en otras especies 
(19, 20).  
Existe total coherencia en los porcentajes de 
hélices, hojas plegadas y enrollamientos al azar (coil), de 
las estructuras secundaria y terciaria, mientras que los 
porcentajes de identidad se hayan dentro del rango de 
aceptación para modelos elaborados por homología 
puesto que porcentajes superiores al 40% son 
considerados válidos para estos propósitos (21, 22). Para 
la validación de los modelos de estructura 3D se 
encontraron valores de QMEAN4 global de 0.719 y 0.755 
(Tabla 1), los cuales se encuentran por debajo de 1,0 en la 
escala de 0 a 4, por lo que se consideran se corresponden 
con niveles de confiabilidad (36). Así mismo, sabiendo que 
valores de RMSD inferiores a 2,0 Å indican que los 
modelos son de alta calidad (39), los valores de RMSD 
global de 0,38 y 1,25 Å (Tabla 2), encontrados en este 
estudio permiten sugerir que los modelos aquí 
presentados están, en términos generales, bien 
elaborados, son susceptibles de existir en la naturaleza  
con una alta probabilidad de representar la realidad 
biológica y por consiguiente factibles de utilizar en forma 
confiable en ausencia de estructuras tridimensionales, 
experimentalmente obtenidas.  
No cabe duda que los mismos serán útiles para la 
obtención de información producto del empleo de 
herramientas computaciones para el estudio de la 
interacción química enzima-sustrato al ser probados ante 
sustratos como ABTS (40) y los colorantes como cristal 
violeta y verde malaquita, como parte de la evaluación 
previa antes de la expresión recombinante a nivel de 
laboratorio; trabajo en que ya hemos avanzado y que 
próximamente someteremos a publicación (40) y a su 
utilización en procesos de bioremediación, con claros 
beneficios económicos, ecológicos y de salud humana. 
Tabla 2. Valores de RMSD para la  validación de los 
modelos computacionales de estructura 3D de las lacasas 
GlLCCI de G. lucidum y POXA 1B de P. ostreatus. 







0.08 0.12 0.38 
499 átomos 1996 átomos 3630 átomos 
POXA 1B de 
P. ostreatus 
1.15  1.15  1.25  
486 átomos 1944 átomos 3398 átomos 
 
Conclusiones 
Los porcentajes de identidad y valores de QMEAN4 y RMSD  
para la validación  de los modelos computacionales de 
estructura 3D de las lacasas GlLCCI de G. lucidum  y POXA 
1B de P. ostreatus, encontrados en este estudio permiten 
sugerir que los modelos aquí presentados son 
susceptibles de existir en la naturaleza con una alta 
probabilidad de representar la realidad biológica y por 
consiguiente factibles de utilizar en forma confiable en 
ausencia de estructuras 3D, experimentalmente 
obtenidas. 
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Figura 2. Secuencia primaria de lacasa POXA 1B de P. ostreatus en formato FASTA 
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Figura 3. Predicción de estructura secundaria de la Lacasa GlLCCI de G. lucidum. 
h = hélice,  e = hoja plegada,  c = coil 
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Figura 4. Predicción de estructura secundaria de la lacasa POXA 1B de P. ostreatus. 
h = hélice, e = hoja plegada, c = coil 
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Figura 5. Modelo computacional de estructura 











Figura 6. Modelo computacional de estructura 
3D de la lacasa POXA 1B de P. ostreatus 
 
